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(54) litre: MOYENS POUR LTDENTIFICATION DE SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES IMPLIQUEES DANS L'APOMDCIE 



(57) Abstract 



Hie invention concerns a method for identifying in Gramineae, more particularly in maize, a nucleotide sequence involved in the 
apomixis in apomictic plants. It is characterised in that it consists in: identifying in the genome of the Gramineae, by phenotypic analysis, 
genetic mapping and marking by means of transposons, of the meiotic mutations whereof the corresponding gene is shown to be orthologous 
to genes involved in the expression of apomixis. The invention also concerns the use of a cloned gene in the Gramineae to identify and 
isolate the orthologous gene sequence in apomictic plants. The invention further concerns the use or modification of the isolated sequence 
in apomictic forms for inducing an apomictic development in sexual plants. 

(57) Abrege* 

Le proceed de V invention pour identifier chez les graminees, et plus specialement chez le mats, une sequence de nucleotides impliquee 
dans Tapomixie chez les plantes apomictiques est caracterisl en ce qu'on identific dans le genome de la graminee, par analyse ph6notypique, 
cartographie genltique et marquage par rintermgdiaire de transposons, des mutations mdiotiques dont on montre que le gfcne correspondent 
est orthologue de genes impliques dans r expression de l'apomixie. Utilisation du gene clone" chez la graminee pour identifier et isoler la 
sequence du gene orthologue chez des plantes apomictiques. Utilisation ou modification de la sequence isoide chez les formes apomictiques 
pour induire un ddveloppement apomictique chez des plantes sexuees. 
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Moyens pour 1 • identification de sequences nucleotidiques 
5 impliguees dans l'apomixie 

L 1 invention a pour objet des moyens pour 
identifier, isoler et caract§riser des sequences 
nucleotidiques impliquees dans l'apomixie. 

10 Elle vise plus particulierement un procede et 

des outils permettant d' identifier ces sequences dans le 
genome de plantes apomictiques , puis de les isoler et de 
les caracteriser • 

Elle se rapporte egalement aux applications 
15 transg6niques realisees a l'aide de ces sequences, et aux 
produits obtenus. 

Dans son acception modexme, l'apomixie, ou 
agamospermie , regroupe 1' ensemble des phenomenes de 
reproduction asexuee par graine. On trouve des plantes 

20 apomictiques chez pres de 300 especes d' angiospermes 
appartenant a plus de 35 families. Les differentes formes 
d'apomixie, qui n'affectent g6n§ralement que la 
reproduction femelle, se caracterisent par 1' absence de 
reduction meiotique, 1' absence de fecondation de 

25 l'oosphere, et le developpement parthenogenStique des 
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embryons. L'apomixie conduit done a la production de 
descendants genStiquement identiques a leur plante mere. 

La contrepartie naturelle de l'apomixie est la 
reproduction sexu^e, ou amphimixie. Par opposition a 
5 l'apomixie, la reproduction sexuee inclut les processus 
comprenant a la fois m£iose reductionnelle et syngamie. 

La meiose repartit au hasard entre les gametes les 
chromosomes homologues issus des parents. Elle permet 
aussi la recombinaison entre chromosomes homologues, par 

10 1 ' intermediaire des cros sing- overs . La syngamie est la 
fusion des gametes. Elle permet de reunir dans un 
individu une combinaison particuliere de 1 ' information 
genetique issue des deux parents. L' ainphimixie produit 
done, par recombinaison des genomes parentaux, des 

15 descendants genetiquement uniques. 

Dans les cycles de developpement des plantes, 
on observe ainsi l'alternance de deux generations 
successives, separees par la meiose et la fecondation. La 
premiere generation correspond au sporophyte. Une ou 

20 plusieurs cellules du sporophyte subissent la meiose, 
produisant les meiospores . Les meiospores se developpent 
en gametophytes , qui representent la generation 
gametophytique, a l'origine des gametes. La fusion des 
gametes conduit au zygote, qui represente le retour a la 

25 generation sporophytique . 

Chez les angiospermes sexuees, le gametophyte 
femelle (le sac embryonnaire) se developpe dans une 
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structure multicellulaire tres differenciee du 
sporophyte, 1' ovule. Au cours du developpement de 
1' ovule, une cellule particuli&re, la cellule 
archesporiale, passe par deux etapes successives: la 

5 megasporogenese (formation d'une megaspore, ou meiospore, 
reduite k partir d'une cellule archesporiale) et la 
megagametogenese (formation du gametophyte femelle I 
partir d'une megaspore) pour produire un gametophyte 
pluricellulaire qui contient un seul gamete, l'oosphere. 

10 Ce type de developpement (type Polygonum) concerne pres 
de 80% des angiospermes . Les differentes formes 
d'apomixie correspondent a une serie de variations sur ce 
theme . 

L'origine de l'embryon permet une premiere 
15 subdivision entre deux formes f ondamentales d'apomixie. 
Dans les cas d'embryonnie advent ive, les embryons se 
dif ferentient directement a partir de cellules somatiques 
du micelle ou du tegument de l 1 ovule. II n'y a done pas 
d' alternances des generations sporophytiques et 
20 gametophytiques . L'apomixie gametophytique, par contre, 
se caract€rise par la formation d'un gametophyte femelle 
non-reduit, et le developpement parthenogenetique de 
l'embryon a partir de 1'oosphere. Dans la suite du texte, 
toute r€f6rence a l'apomixie se rapportera a l'apomixie 
25 gametophytique. 
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observe deux grands types d'apomixie 
gametophytique, qui different par l'origine du 
gametophyte femelle. Chez les formes aposporiques, le sac 
embryonnaire non-reduit est derive d'une cellule 

5 somatique de 1' ovule, generalement du nucelle. Chez les 
formes diplosporiques , il est issu d'une cellule 
generative, la cellule archesporiale . L'apomeiose 
recouvre a la fois aposporie et diplosporie. II existe en 
fait une grande diversity de processus conduisant a la 

10 formation d'un gametophyte non-r€duit* 

Chez les angiospermes sexues, le gametophyte 
male (le grain de pollen) contient deux spermatozoides . 
L'un, feconde l'oosphere, dormant naissance a l'embryon, 
tandis que 1' autre s'unit au noyau de la cellule 

15 centrale, a l'origine de 1' albumen. L'embryon et 
1' albumen sont done tous deux sexues. On parle de double 
fecondation, caracteristique propre des angiospermes. 
Chez la majorite des plantes apomictiques, l'embryon se 
developpe sans fecondation, mais 1' albumen demeure sexu§. 

20 On parle de pseudogamie, ou apomixie pseudogame, lorsque 
la fecondation de la cellule centrale est necessaire au 
developpement de 1' albumen, et d'apomixie autonome 
lorsqu'a la fois l'embryon et 1' albumen se developpent 
sans fecondation. 

25 Au niveau embryonnaire, 1' apomixie correspond 

done bien a une reproduction asexu^e par graine. Elle 
rSsulte d'une somme de composantes clairement 
identif iables: l'apomeiose, ou formation d'un sac 
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embryonnaire sans reduction meiotique, et la 
parthenogenese, ou formation d'un embryon sans 
fecondation de l'oosphere. Apomeiose et parthenogenese 
assurent 1'alternance des generations sporophytiques et 
5 gametophytiques, mais sans alternance des phases 
nucleaires: sporophyte et gametophyte conservent le meme 
niveau de ploidie. 

Au niveau d'une plante, cependant, l'apomixie 
est en fait un mode de reproduction mixte, associant 

10 aniphimixie et reproduction asexuee. En effet, l'apomixie 
est en regie generale un phSnomene facultatif: il 
apparait dans les descendances de plantes apomictiques 
des individus "hors-types" , c'est-a-dire genStiquement 
differents de leur plante mere. Pour qu'il y ait 

15 developpement apomictique au sens strict, il faut que les 
deux conditions de non-reduction et non- fecondation 
soient rSunies. Des hors-types peuvent apparaitre si 
l'une ou les deux conditions ne sont pas remplies. en 
fonction de la realisation ou de 1'echec de la meiose et 

20 de la fecondation, les classes de descendances possibles 
chez line plante apomictique facultative sont les 
suivantes: 





Fecondation 


Non- 
fecondation 


Meiose 


n+n 


n+0 


Apomeiose 


2n+n 


2n+0 
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Dans la definition des hybrides de type w n+n" , 

ou M 2n+n", etc , le premier terme designe l'etat du 

gametophyte, reduit (n) ou non reduit (2n) . Le. deuxieme 
5 terme traduit la presence ou 1' absence de fecondation de 
l'oosphere. La categorie *2n+0" represente done 
l'apomixie stricto sensu, et la categorie *n+n" 
1 ' amphimixie . La categorie *2n+n" conduit a une 
accumulation genomique, et la categorie w n+0" a 

10 l'haploidisation de la plante mere. Les proportions 
respectives de ces differentes categories sont variables 
d'une espece k 1' autre, et meme d'une plante a 1' autre au 
sein d'une espece donnee. Dans la suite de la 
description, les references a l'apomixie concernent aussi 

15 bien les formes apomictiques facultatives que les formes 
apomictiques obligatoires produisant exclusivement des 
descendances de type 2n+0. 

Le dSterminisme genetique de l'apomixie est 
encore tres mal compris. On admet aujourd'hui que les 

20 angiospermes k reproduction asexuee descendent d'anc§tres 
a reproduction sexuee, et que le passage d'une forme de 
reproduction a une autre releve d'un d^terminisme 
genetique. L'apomixie resulterait done de 1' expression de 
genes ou d' alleles d'apomixie, e'est-a-dire presents et 

25 exprimes chez les plantes apomictiques, mais absents ou 
non fonctionnels chez les plantes sexuees. 
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La grande majorite des travaux sur le controle 
gen^tique de l'apomixie concernent l'apomeiose, et plus 
frequemment l'aposporie. II existe actuellement un 
consensus assez large sur le principe d'une h£redite 

5 mendelienne de l'aposporie (voir references (l) et (2), 
les references bibliographiques etant donnees en fin de 
description) . On dispose de peu de connaissances sur la 
diplosporie, mais les resultats existants (3, 4) montrent 
que l'hypothese admise chez les plantes aposporiques est 

10 sans doute applicable aux plantes diplosporiques . Dans 
ces diffgrents moddles, le mode d' action des genes 
concernes reste une enigme. Ces analyses tendent 
cependant k montrer que le g£ne responsable de 
l'apomeiose pourrait a lui seul d£clencher 1' ensemble du 

15 processus apomictique. 

L'apomixie suscite un grand interet eu egard £ 
son potentiel pour 1 1 amelioration des plantes. 
L'utilisation de l'apomixie chez les principales plantes 
cultivees representerait une maniere simple de fixer 

20 1' heterosis. II s'agit potent iellement d'une revolution 
quant k la manipulation des systemes de reproduction. 

De nombreux programmes ont vu le jour, dont 
1'objectif est de caracteriser les *genes d'apomixie", et 
de les introduire dans les plantes cultivees. 

25 Les travaux les plus anciens, et probablement 

les plus avances, utilisent des plantes naturellement 
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apomictiques. Les alleles correspondants y sont presents, 
et fonctionnels. Leur transfert dans des especes 
cultivees importantes peut se faire soit par 
1 ' intermediaire de croisements interspecif iques entre une 
espece cultivee et un apparent^ apomictique, soit en 
isolant les genes correspondants, pour les introduire 
ensuite dans 1' espece cible par transgenie ( (5) ; (6) ; 

(7) et (8) ) . 

Une autre approche, en developpement rapide, 
consiste k g6n£rer l'apomixie chez des especes sexu6es, 
par differentes methodes de mutagenese. Arabidopsis 
thaliana est le module le plus utilise ((9), (10) et 

(8) ). Des travaux equivalents sont en cours chez le 
pStunia, Petunia hybrida (10), et Hieracium (8). Dans 
tous ces cas de figures, l'hypothese f ondamentale est 
qu'un contr61e g§n§tique simple est en cause, et que le 
transfert, ou la modification d'un nombre tres faible 
d' alleles fournit les conditions suffisantes k 
1' expression de l'apomixie. On entend ici l'apomixie 
comme la resultante des evenements precedemment 
mentionnes: echec de la meiose et parthenogenese . 

Les travaux des inventeurs dans ce domaine les 
ont conduits a rechercher chez le mais des genes 
orthologues de celui ou ceux impliques dans 1' expression 
de l'apomixie chez les especes du genre Tripsacum, genre 
apparent^ au mais. Dans la description et les 
revendications, on entend, par "genes orthologues", des 
genes qui auraient diverge d'un gene commun, ou de genes 
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paralogues, en meme temps que les especes qui les 
portent. Les gSnes vises ont les memes fonctions par 
rapport a l'apomixie. 

Le genre Tripsacum appartient & la tribu des 
Andropogonees. C'est le seul apparente connu du genre Zea 
sur le continent americain (4) et (11) ont realise 
l'itude la plus complete des modes de reproduction chez 
Tripsacum. Ces travaux ont permis de preciser les points 
suivants : 

toutes les accessions polyploides se 
reproduisent par apomixie diplosporique, 

- la non-r6duction chez les formes apomictiques 
est principalement de type Antennaria, avec occurrence 
rare de type Taraxacum, 

les sacs embryonnaires chez les formes 
diplosporiques sont issus directement des megasporocytes 
par 3 mitoses successives, 

l'echec de la meiose chez les formes 
diplosporiques est associe a 1' absence de depots de 
callose autour des megasporocytes, 

- 1' analyse d'une population Fl entre mais et 
une forme diplosporique de Tripsacum indique une heredite 
simple de l'apomeiose, 

- differents alleles detectes par des sondes 
moleculaires de mais ont 6te cartographies a proximite du 
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locus responsable de I'apomeiose ; ±1 s'agit des sondes 
umc28, csu6 8 , et umc62, 

- ces sondes permettent d'etablir line relation 
partielle d'homologie entre le chromosome responsable de 

5 1'apomSiose chez Tripsacum et la partie distale du bras 
long du chromosome 6 chez le mals. 

Les travaux des inventeurs les ont conduits a 
proposer et a montrer que les g&nes responsables de 
l'apomixie chez Tripsacum poss&dent un ou plusieurs genes 

10 orthologues dans le genome des gramin§es sexuees, en 
particulier dans le genome du mais. Cette approche a 
permis de developper une strat6gie generale conduisant k 
identifier, puis doner des sequences nucleotidiques 
responsables de 1'apomixie, et de mettre au point de 

15 nouveaux outils pour sa realisation. 

L 1 invention a done pour but de fournir un 
proc6d€ pour identifier chez une graminee, et plus 
specialement chez un mais, un gene orthologue d'un gene 
implique dans I'apomixie. 
20 Elle a egalement pour but de fournir un procede 

d'isolement de la sequence de ce g£ne. 

L f invention vise en outre 1 'utilisation de 
cette sequence pour isoler les sequences de genes 
orthologues correspondantes chez des plantes apomictiques 
25 et les applications de ces sequences en transgen&se. 

Elle a en outre pour but un procSde permettant 
de confirmer la relation f onctionnelle entre les 
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sequences isol^es chez des plantes apomictiques et 
1 ' expression phenotypique de 1 ' apomixie . 

Le proc€d€ selon l f invention, pour identifier 
chez une graminSe, et plus specialement chez un mals, une 

5 sequence de nucleotides orthologue de sequence 
responsable de tout ou partie du developpement 
apomictique chez une forme apomictique, est caracterise 
en ce qu'on cartographie dans le genome de la graminee, 
plus specialement celui d'un mais, des mutations 

10 possedant une expression phenotypique proche ou similaire 
a celle observ^e chez une forme apomictique, pour 
identifier celles de ces mutations qui apparaissent 
orthologues de g&nes impliques dans 1' apomixie. 

On identifie ici un phenotype apparente sur la 
15 base de quatre caracteristiques des formes 
diplosporiques, qui peuvent §tre observees soit 
independamment , soit en conjonction: (a) les mutations 
sont specif iques de la megasporogenese et n'affectent pas 
la fonction reproductive male, (b) elles conduisent a la 
20 formation de gamStes non-reduits k partir d'une cellule 
archesporiale, (c) elles se caracterisent par 1' absence 
de d€p6ts de callose autour des cellules mere de la 
megaspore, (d) les points de controle qui agissent 
normal ement lors de la formation du sac embryonnaire 
25 semblent inactifs f et les sacs embryonnaires sont 
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normalement formes malgrfi 1'echec d'une etape au cours de 
la megasporogenfese . 

La reference dans le proc6d6 dfefini ci-dessus a 
1 1 identification de sequences de nucleotides englobe 

5 1 1 identification de loci ou de genes dans un mode de mise 
en oeuvre du proced§ de 1' invention, ou cartographie dans 
le genome de la graminee, plus specialement celui d'un 
mais, des mutations meiotigues pour identifier celles qui 
apparaissent orthologues de genes impliques dans 

10 1 1 apomixie • 

L 1 invention vise notamment un precede 
d' identification chez une graminee, plus specialement 
chez un mais, d'une sequence de genes orthologues de 
celle du g&ne controlant l'apomeiose chez les formes 

15 apomictiques, caracterise en ce qu'on etudie 1' expression 
phenotypique et qu ! on localise la position de diff§rentes 
mutations mSiotiques dans le genome de la graminee, plus 
specialement d'un mais, a l'aide de marqueurs 
moleculaires capables de localiser les loci responsables 

20 de l'apom§iose chez ladite forme apomictique. 

D'une maniere generale, les mutations 
localisees selon l f invention sont donees et sequencees. 

Les inventeurs ont mis en particulier en 
evidence que les genes impliques dans 1 # expression de 
25 1' apomixie chez Tripsacum possedent un ou plusieurs 
orthologues dans le gSnome du mais. 
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L 1 utilisation selon l'invention d'un meme jeu 
de marqueurs chez mals et Tripsacum, a permis 
d' identifier des genes candidats prSsentant a la fois (1) 
la meme localisation genomique que les genes contr61ant 
la diplosporie, en ce sens qu'ils sont situes dans la 
meme region chromosomique d'un segment qui, chez le mals, 
est homeologue de celui contrSlant la diplosporie chez 
Tripsacum, et (2) un ph&notype apparente, fonction de 
criteres precedemment mentionnes. De mani&re preferee, la 
localisation concerne les loci elongate et afd dans le 
genome du mals. 

Le procedS de I 1 invention est encore 
caracterise en ce qu'il comprend l'etiquetage k l'aide de 
transposons des mutations meiotiques localisees. 
L 1 invention vise en particulier I'etiquetage a l'aide de 
transposons du locus elongate. 

L' utilisation de transposons dont on connait la sequence 
permet de crSer une mutation pour un gene dont on ne 
connait que 1 ' expression phenotypique . L' insertion du 
transposon dans le gSne que l'on cherche i isoler se 
caracterise souvent par la perte de sa fonction. Dans le 
cas d' allele recessifs, elle se caracterise frequement 
par l f apparition du phenotype recessif chez des plantes 
heterozygotes . Des transposons particulierement 
interessants comprennent les elements transposables des 
type Mutator, ou Ac/Ds. 



WO 98/36090 



14 



PCT/FR98/00308 



On procfede avantageusement au clonage et 
s§quengage des mutations localisees. 

Ainsi, tin gene mut€ peut §tre isole en reperant 
le site d' insertion du transposon, les differents loci oxl 
ont ete inserts des transposons etant clon§s par les 
techniques classiques d' analyse Mendelienne et de 
biologie moleculaire (12) et (13) , et sequences si on le 
souhaite . 

Dans le cas par exemple du site correspondant 
plus particulierement au locus elongate, on caracterise 
tout d'abord phenotypiquement le site pour 1' expression 
de 1' allele ell. II est ensuite localise par cartographie 
gen§tique, et sa position comparee a celle des loci 
controlant la diplosporie chez Tripsactun. Les loci sont 
ensuite marques par 1 ' intermediaire de transposons, 
isoles, puis sequences. 

L 1 invention vise egalement 1 'utilisation d'au 
moins une partie d'une sequence telle que definie ci- 
dessus pour identifier, puis isoler, la sequence des 
genes orthologues chez des formes apomictiques. 

L 1 invention vise, en tant que telles, les 
sequences nucleotidiques isolees. Ces sequences sont 
caracterisSes en ce qu'elles sont orthologues de 
sequences responsables de tout ou partie du developpement 
chez une forme apomictique. L 1 invention comprend 
egalement les sequences homologues, en termes de 
fonction, de celles identifies ci-dessus. 
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L 1 invention vise notamment tine sequence de 
nucleotides de ce type correspondant au gene mute 
d' elongate. 

Les acides nucl€iques contenant une ou 
5 plusieurs sequences telles que dSfinies ci-dessus 
associees a des sequences regulatrices necessaires a 
l 1 expression dans le materiel vegetal font egalement 
partie de 1' invention. 

L 1 invention comprend egalement les vecteurs de 
10 clonage et d' expression comportant de tels acides 
nucleiques ainsi que les hotes cellulaires contenant ces 
vecteurs, par exemple Agrobacterium tumefaciens. 

L 1 invention vise egalement 1 'utilisation de 
telles sequences, le cas Scheant en conjonction avec 

15 d'autres alleles caract6ristiques des formes 
apomictiques, pour transformer le gSnome d'un materiel 
vegetal, cellules v6g§tales, plantes, a divers stades de 
developpement , et graines, afin de leur conf^rer un 
developpement apomictique. Les dits alleles correspondent 

20 a des genes autres que les genes orthologues vises par 
1" invent ion. 

L 1 invention concerne notamment un procede de 
production de plantes apomictiques, caracterise en ce 
qu'on utilise une sequence du gdne mute d 1 elongate telle 
25 que definie ci-dessus. 
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Ce materiel vegetal transf orme, e n tant que 
tel, entre dans le champ de l 1 invention et est 
caracterise par le fait qu'il renferme dans son genome au 
moins la partie de ladite sequence impliquee dans un 
5 developpement apomictique, le cas 6ch6ant en conjonction 
avec d'autres alleles caracteristiques des formes 
apomictiques . 

Les cellules, plantes et graines visees 
appartiennent a la famille des graminees. II s'agit en 
10 particulier de mais. 

La transformation du materiel vegetal, 
cellules, plantes et graines, est obtenue en operant 
avantageusement selon les techniques classiques de 
transgenic . 

15 A titre d'exemple, pour l^btention de plantes 

de mais transgeniques . 

A. Obtention et utilisation de cal de mais 
comme cible pour la transformation genetique. 

20 

La transformation ggnetique du mais, quelle que 
soit la methode employee (electroporation; Agrobacterium, 
microfibres, canon k particules) , requiert generalement 
1 'utilisation de cellules indif ferenciees en divisions 
25 rapides ayant conserve une aptitude a la regeneration de 
plantes entieres. Ce type de cellules compose le cal 
friable embryogSne (dit de type II) de mais. 
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Ces cals sont obtenus & partir d'embryons immatures de 
genotype HI II ou (A188 x B73) selon la methode et sur 
les milieux decrits par Armstrong (1994) . Les cals ainsi 
obtenus sont multiplies et maintenus par repiquages 

5 successifs tous les quinze jours sur le milieu 
d' initiation. 

Des plantules sont ensuite regenerees a partir 
de ces cals en modifiant l'equilibre hormonal et 
osmotique des cellules selon la methode decrite par Vain 

10 et al. (1989). Ces plantes sont ensuite acclimatees en 
serre oil elles peuvent etre croisees ou autof econdees . 

B. Utilisation du canon a particules pour la 
transformation gene ti que du mais. 

15 

Le paragraphe precedent decrit l'obtention et 
la regeneration des lignees cellulaires necessaires a la 
transformation ; on decrit ici une methode de 
transformation genetique conduisant k 1 1 integration 

20 stable des genes modifies dans le genome de la plante. 
Cette methode repose sur 1 'utilisation d'un canon a 
particules ; les cellules cibles sont des fragments de 
cals decrits dans le paragraphe 1. Ces fragments d'une 
surface de 10 & 20 mm 2 ont ete disposes, 4 h avant 

25 bombardement, a raison de 16 fragments par boite au 
centre d'une boite de petri contenant un milieu de 
culture identique au milieu d 1 initiation, additionne de 
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0,2 M de mannitol + 0,2 M de sorbitol. Les plasmides 
portant les genes a introduire sont purifies sur colonne 
Qiagen, en suivant les instructions du fabricant. lis 
sont ensuite precipites sur des particules de tungsten 
5 (M10) en suivant le protocole decrit par Klein et al, 
Nature, 1987, 327, pages 70-73. Les particules ainsi 
enrobees sont projetees vers les cellules cibles a I'aide 
du canon et selon le protocole decrit par J. Finer 
(1992) . 

10 Les boites de cals ainsi bombardees sont 

ensuite scellees & I'aide de Scellofrais ®, puis 
cultivees a l'obscurite a 27°C. Le premier repiquage a 
lieu 24 h apres, puis tous les quinze jours pendant 3 
mois sur milieu identique au milieu d 1 initiation 

15 additionne d f un agent selectif. Les agents selectifs 
utilisables consistent g^neralement en composes actifs de 
certains herbicides (Basta®, Round up®,) ou certains 
antibiotiques (Hygromycine, Kanamycine. . • ) . 

On obtient apres 3 mois ou parfois plus t6t, 

20 des cals dont la croissance n'est pas inhibee par 1' agent 
de selection, habituellement et majoritairement composes 
de cellules resultant de la division d'une cellule ayant 
integre dans son patrimoine genetique line ou plusieurs 
copies du gene de selection. La frequence d'obtention de 

25 tels cals est d 1 environ 0,8 cal par boite borabardee. 

Ces cals sont identifies, individualises, amplifies puis 
cultives de fa?on a regenerer des plantules. Afin 
d'eviter toute interference avec des cellules non 
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transf ormees toutes ces operations sont menees sur des 
milieux de culture contenant 1' agent sSlectif. 
Les plantes ainsi regenerees sont acclimatees puis 
cultivees en serre ou elles peuvent etre croisees ou 
5 autof Scondees . 

C. Utilisation d' Agrobacterium tuiaef aciens pour 
la transformation genetique du mais. 

10 La technique utilisee est celle decrite par 

Ishida et al. (Nature Biotechnology, 1996, 14 : 745-750) 
ou par Horsch et al., Science, 1984, 223, pages 496-498. 

L 1 invention fournit ainsi des moyens pour 
15 disposer d'une population de plantes apomictiques et 
poss§dant des Elements transposables actifs. 

En particulier, elle fournit les moyens pour 
induire un developpement apomictique chez une plante 
sexuSe et notamment chez le mais. 
20 Dans une autre application selon l 1 invention, 

on utilise au moins une partie d'une sequence telle que 
definie ci-dessus, pour identifier et isoler la sequence 
du locus orthologue chez des formes apomictiques. 

Les sondes d 1 hybridation elaborees a partir 
25 desdites sequences, ainsi que les amorces utilisables 
dans les techniques PCR, font done partie de 1' invention. 
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De telles sondes et amorces correspondent 
notamment a celles elaborees k partir de la sequence 
d 'elongate. 

Les techniques d' hybridation ou de PCR sont 
5 avantageusement realisees selon les methodes classiques . 

L 1 invention vise egalement un precede 
d l identification et d» isolement d'un gene responsable de 
la diplosporie chez les Tripsacum apomictiques, 
caracterise en ce qu'on utilise au moins une partie de la 
10 sequence du locus elongate. 

Le procede de 1 1 invention est encore 
caracterise en ce qu'on utilise la sequence isolee chez 
les Tripsacum apomictiques pour 1' analyse f onctionnelle 
de la relation entre cette sequence et 1' expression de 
15 1'apomixie. On utilise en particulier un procede de 
mutagenese, comme illustre dans les exemples, permettant 
de confirmer la relation entre la sequence isolSe chez 
les Tripsacum apomictiques k partir de la sequence du 
gene elongate et 1' expression phfinotypique de 1'apomixie. 

20 Selon 1' invention, on confirme en particulier 

la relation entre ladite sequence et 1' expression de 
1 1 apomeiose . 

D'autres caracteristiques et avantages de 
I 1 invention sont donnas dans les exemples qui suivent. 
25 Dans ces exemples, il est fait r§ference aux figures 1 a 
5 # qui representent respect ivement : 
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- la figure 1/ la cartographie genetique du 
segment chromosomique controlant la diplosporie chez un 
Tripsacum tetraploide apomictique, et la comparaison avec 
des plantes diploldes sexu§es chez Tripsacum et le mals, 

5 - la figure 2, la construction d'une population 

de cartographie pour la mutation ell, {elongate) , 

- la figure 3, la construction d'une population 
de mutagenese pour le marquage du locus elongate, 

- la figure A, la caracterisation phenotypique 
10 des megasporocytes chez des plantes homozygotes pour 

1' allele ell et des plantes de mais possedant 1' allele 
sauvage au locus elongate, et la comparaison avec des 
formes sexu§es et apomictiques chez Tripsacum. 

- la figure 5, la construction d'une population 
15 de mutagenese chez des hybrides mais- Tripsacum, 

permettant 1' analyse fonctionnelle de la relation entre 
la sequence isolSe chez les plantes apomictiques et 
1' expression de l'apomixie. 

Exemple 1 ; Cartographie genetique de 
20 l'apomeiose chez Tripsacum 

On rapporte ci-apres la realisation d'une carte 
gen6tique du segment de chromosome contr61ant l'apomeiose 
chez des formes apomictiques et sexuSes du genre 
Tripsacum. 

25 1) Materiels 
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- Cartographie des Tripsacum diploides: les 
deux parents utilises sont des plantes diploides sexuees 
(2n=36) de la collection ORSTOM- CIMMYT , maintenue sur la 
station exp£rimentale de Tlaltizapan, Etat de Morelos, au 

5 Mexique. II s'agit d'un Tripsacum maizar Hern. and 
Randolph, accession CIMMYT #99-1114 et d'un Tripsacum 
dactyloides var. meridionale de Wet and Timothy, 
accession CIMMYT #575-5136. La population comprend 175 
plantes Fl, parmi lesquelles 56 ont ete utilisees pour la 

10 cartographie . 

- Cartographie de 1' apomeiose: la population de 
cartographie comprend 232 plantes Fl mais- Tripsacum. Le 
parent mais (HI) est un hybride de mais (2n=2x=20) entre 
deux lignees CIMMYT (CML 135 par CML 139) . L 1 autre est un 

15 Tripsacum dactyloides t^traploide et apomictique 
(2n=4x=72) , accession CIMMYT #65-1234. La plante 
apomictique a et§ utilisee comme male, 
2) M§thodes 

. Analyse des modes de reproduction : Elle est 
20 effectuee d'apres Leblanc et al. (4) 

. Detection de marqueurs moleculaires de type RFLP lies a 
1 1 apomeiose : 

La strategic suivie correspond globalement a 
celle decrite par Michelmore et al. (14) pour la 
25 detection de marqueurs moleculaires lies a une reponse 
phSnotypique determinee. 
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Les sondes ont ete obtenues aupres de 1 'University de 
Missouri, Columbia, 

Une centaine de sondes RFLP ont ete choisies 
sur les cartes genetiques existantes pour le mals, pour 

5 obtenir une density d 1 environ 20-30 cM entre deux 
marqueurs (voir (4) , annexe 4) . Differentes cartes de 
reference ont ete utilisees : la carte UMC (University of 
Missouri Colombia ; Maize DataBase, carte UMC95) , une 
carte de l'Universite de Cornell (15) et differentes 

10 cartes produites au CIMMYT (16) . Un test de chi2 a ete 
utilise pour detecter les liaisons potentielles, et les 
taux de recombinaisons ont 6te lvalues d'apres Allard 
(17), Le parent donneur du segment contr61ant 1'apomSiose 
etant une plante t€traplo!de h§t6rozygote, trois 

15 conditions sont n^cessaires & la detection d f une liaison 
entre la diplosporie et un allele RFLP : (1) existence 
d , un polymorphisme RFLP entre les deux parents a ce 
locus, (2) h§t§rozygotie pour cet all&le chez Tripsacum, 
(3) l 1 allele doit etre simplex chez le t§traploide, 

20 c'est-a-dire dif ferenciable des 3 autres. 

- Cartographie des diploides 

On a utilisS une population de cartographie Fl 
entre deux parents heterozygotes appartenant a deux 
especes distinctes. Les methodes de cartographie sont 
25 telles que decrites par Ritter et al (18) . 
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3) Resultats 

- Identification de marqueurs RFLP lies a 
1 1 apomeiose 

5 La figure 1 represente la cartographie 

genetique du segment chromosomique controlant 
1'apomSiose, et la comparaison avec les plantes diploides 
sexu^es chez Tripsacvm et le mais. "Apo" correspond au 
locus responsable de l 1 apomeiose. La position d , umc7l sur 

10 le chromosome 6 du mais est indiquee de maniere 
approximative, 1' allele sur le chromosome 6 ayant ete 
retire des dernieres versions de la carte UMC. La carte a 
ete developpfie k partir de 52 plantes de la population Fl 
entre mais et Tripsacvm. Dans cette population, meiose et 

15 diplosporie sont en segregation 1:1 (24 plantes 
apomictiques contre 28 plantes sexuees, chi2= 0,31, 
P=0,6). Quatre-vingt quatre sondes, s§lectionn§es sur la 
carte UMC pour couvrir aussi largement que possible le 
genome du mais, ont ete testees. 90% d' entre elles 

20 detectent au moins un polymorphisme entre mais et 
Tripsacvm. Trois sondes, presentant un allele polymorphe 
et specif ique du bulk apomictique, ont et6 testees sur 
1' ensemble de la population Fl. Un allele, detecte par la 
sonde umc28, s'est av§re lie a 1 'apomeiose. Dans une 

25 deuxieme etape, quatorze sondes proches du locus umc28 
sur la carte UMC ont 6te testees. Quatre d # entre elles, 
umc71, umc62, csu68, et cdo202, detectent des alleles 



WO 98/36090 



PCT/FR98/00308 



25 

RFLP qui sont & la fois lies a la diplosporie , et en 
complete co- segregation entre eux. 

- Cartographie comparee entre diploides sexues 
et tetraploides apomictiques 

5 Les cinq marqueurs lies k la diplosporie ont 

ete cartographies sur la population diploide. Tous ont pu 
l'etre sur un meme parent (575-5136). On remarque que les 
cinq marqueurs sont tous strictement lies chez la plante 
tetraploide, mais sont separes par des taux de 
10 recombinaison importants a la fois chez le parent 
diploide et le mais. 

- Cartographie comparee mais -Tripsa cum: 

Les sondes detectant des alleles lies au 
segment chromosomique contr6lant la diplosporie chez 

15 Tripsacum ditectent toutes des alleles appartenant au 
meme groupe de liaison sur la carte du mais. II s'agit du 
bras long du chromosome 6. Certaines d' entre elles 
detectent aussi des alleles dans d'autres regions du 
genome, en particulier les chromosomes 3 et 8. Les 

20 localisations sur la carte mais des diffSrentes sondes 
liees a I'apomeiose sont donnees dans le tableau suivant: 

25 
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Clones Localisation 

DMC38* 6L; 8L; 3L 

5 UMC62 6L 

UMC71 6L; 8L 

UMC28 6L 

CSU68 6L; 8L; 3L 

CDO202 6L; 8L, 3L 

10 

*: non liee a la diplosporie, mais appartient 
au meme groupe de liaison. 

Exemple 2 : Identification de genes orthologues 
chez le mais 

15 On a recherche chez le mais, les genes qui 

conduisent chez Tripsacum a l 1 expression de l f apomeiose. 
On a done cherche a identifier chez le mais des g&nes 
candidats presentant a la fois (1) la meme localisation 
gSnomique que l'apom6iose et (2) un ph^notype apparent^ & 

20 1 1 apom€iose . 

II existe de tres nombreux mutants de meiose 
chez le mais. Les criteres phenotypiques retenus dans le 
choix des genes candidats ont €t& les suivants : (1) la 
presence de cellules archesporiales clairement 
25 dif ferenciees (2) 1' absence totale d' induction de la 
mfiiose chez ces cellules, ou l'echec de celle-ci k un 
stade precoce (3) la capacite a produire un gametophyte 
fonctionnel independamment de l'echec de la meiose, (4) 
1' absence ou pour le moins une baisse tres marquee des 
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depots de callose autour de la cellule mere de la 
megaspore. Parmi les candidats potentiels, c'est a dire 
presentant tout ou partie des caracteristiques 
precedemment citees, ceux dont la position dans le genome 
5 du mais etait inconnue ou imprecise ont ete 
cartographies en utilisant comme loci de references ceux 
detectes par les sondes utilisees pour la cartographie de 
1 ' apomeiose chez Tripsacum . 

- Materiels et Methodes 

10 Les travaux dont les resultats sont rapportes 

ci-apres ont 6te realises sur elongate {ell) , qui est un 
mutant de mSiose r§cessif (19) . Chez les plantes 
homozygotes pour le locus ell, les chromosomes restent 
decondenses durant la metaphase et l 1 anaphase de premidre 

15 division, entrainant diverses anomalies chromosomiques 
dont une proportion importante de gametophytes non 
reduits (de 30 a 70 %, fonction entre autres du fond 
g£n6tique dans lequel on place la mutation) . La 
f§condation par le pollen d'une plante normale conduit k 

20 un embryon triploide, et a un albximen pentaploide 
deficient. 

La localisation precise du locus elongate etait 
inconnue jusqu'a 1' invention. On savait cependant qu'il 
appartenait au bras long du chromosome 8 du mais. II 
25 n' etait done pas localise directement sur le bras de 
chromosome de mais identifie par Leblanc et al. comme 
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homeologue de celui controlant l'apomeiose. Localise sur 
le chromosome 8, ii appartient cependant potentiellement 
a un segment qui se trouve etre duplique entre la partie 
distale du bras long du chromosome 6 et certaines parties 
5 du chromosome 8 (15) . 

La figure 2 decrit la construction d ! une 
population de cartographie pour la mutation ell 
{elongate) . Trois plantes Fl de genotype heterozygote 
Ell/ell ont ete r6trocrois§es sur trois plantes 

10 homozygotes ell/ell. Pour chaque famille, 50 plantes 
plantes ont ete mises au champ, autof econdees , et 
evaluees pour leur phenotype. Les graines Ell/ell sont 
attendues normales, les graines ell/ell presentant un 
albumen malforme. Afin de confirmer les phenotypes 

15 elongate, dix a vingt embryons a l'int£rieur des graines 
presentant un albumen deficient ont §te preleves, et 
analyses en cytometric de flux en utilisant le protocole 
propose par Galbraiht et al (20) . La mutation ell a ete 
obtenue aupres du Maize Genetic Stock Center, Urbana, 

20 Illinois, sous la forme de graines issues de 
1' autof econdation de plantes homozygotes pour 1'alldle 
ell dans un fond genetique par ailleurs indetermine. On a 
utilise la lignee homozygote de phenotype sauvage, W23, 
pour la construction de la population. La detection de 

25 liaison et 1' estimation des taux de recombinaison ont 6t€ 
obtenues a 1'aide du logiciel Mapmaker 2.0, pour 
machintosh. 
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- Comparaison de 1' expression phenotypique des 
plantes apomeiotiques et elongate 

L' expression phenotypique de la mutation 
elongate dans les cellules archesporiales de plantes 

5 homozygotes ell/ell a ete analysee par des techniques de 
cytoembryologie precedemment decrites par Leblanc et al . 
(11) . Des inflorescences immatures ont £te recoltees sur 
quatre types de materiels: (1) des Tripsacum diploides 
sexues, (2) des Tripsacum tetraploldes apomictiques, 

10 accessions decrites dans Leblanc et al (11) , (3) une 
lignee de mais homozygote Ell/Ell de phenotype sauvage 
(W23) , et (4) une lignee homozygote ell/ell. 

, Etiquetage et isolement de la sequence du 
locus elongate a I'aide d 1 elements transposables . 

15 L 1 etiquetage par transposon consiste a utiliser 

des transposons dont on connait la sequence afin de creer 
une mutation pour un gene dont on ne connait que 
1' expression phenotypique. L' insertion du transposon dans 
le gene que I'on cherche a isoler se caracterise souvent 

20 par la perte de sa fonction. Dans le cas d' allele 
recessifs, elle se caracterise frequemment par 
1' apparition du phenotype recessif chez des plantes 
heterozygotes . Le gene mute peut ensuite etre lui-meme 
clone en reperant le site d 1 insertion du transposon. Le 

25 gene mut6 peut alors etre lui-meme isole en reperant le 
site d' insertion du transposon, les differents loci oil 
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ont ete inseres des transposons etant clones par les 
techniques classiques d' analyse MendSlienne et de 
biologie moleculaire. Les experiences ci-apres ont ete 
realisees avec le systeme Mutator (21) . 

5 La population utilisee pour I'etiquetage du 

locus elongate a l'aide de transposons est schematisee 
sur la figure 3 (f : frequence d'apparition; [EL] et [el]: 
phenotypes dominant et recessif ; El* : allele marque. 
Les plantes homozygotes pour la mutation recessive sont 

10 croisees sur des plantes homozygotes pour 1 1 allele 
sauvage, Ell. Dans la population de gametes produite par 
la parent ELl/Ell, on retrouve une ou plusieurs mutations 
au locus elongate. Lorsque 1' insertion conduit & la perte 
de la fonction de cet allele, on retrouve alors quelques 

15 plantes Fl de genotype ell/Ell, mais de phenotype ell. Le 
gene est alors marque. 

Rgsultats : 

- Cartographie du locus elongate: 

Dans les populations en segregation, les 
20 phenotypes ell et Ell segregent en proportions 1:1 (Chi2= 
0.5 ; P=0.6). Differentes sondes RFLP appartenant aux 
chromosomes 3, 6, et majoritairement 8 ont 6te testees 
avec trois enzymes de restriction, EcoRl, BamHl, et 
Hindlll, sur 50 plantes de la population. Les sondes 
25 detectant des polymorphismes intSressants ont ensuite €t€ 
analysees sur 100 individus supplementaires . Umc28, 
umc62, et umc7l ne presentent pas d 1 alleles polymorphes 
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cdo202, par contre, detectent des alleles lies au locus 
elongate. Les liaisons entre les trois loci, estimees en 
pourcentage de recombinaison, sont les suivantes: 

5 





cdo 202 csu68 


elongate 
csu68 


9.3 7.4 
1.9 



- Caracterisation phenotypique : 

La figure 4 permet la comparaison des 
developpements des cellules archesporiales chez ces 

10 differents types de materiels (A: cellule mere de la 
megaspore chez W23, un mais de genotype Ell/Ell; B: 
cellule mere de la megaspore chez un mais homozygote 
ell/ell; C: cellule mere de la megaspore chez un 
Tripsacum diploide sexue; D: cellule mdre de la megaspore 

15 chez un Tripsacum tetraploide apomictique) . Les stades de 
developpement observes on §t6 identifies et synchronises 
entre les differentes formes observees en se basant sur 
la taille et la morphologie des teguments externes de 
1' ovule (11). Pour les formes sexuees chez mais et 

20 Tripsacum: , on observe des caracteristiques de 
developpement tout & fait similaires : meme morphologie a 
la fois des cellules et des noyaux (entre autre: cellule 
mere de la megaspore de formes rectangulaires , paroies 
marquees epaisses, depots de callose tres marques au 
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niveau des parois cellulaires, depuis la cellule mere des 
megaspores jusqu'a la formation de la megaspore) . On 
observe cette meme similarite en comparant les formes 
diplosporiques chez Tripsacum aux plantes de mais 

5 homozygotes Ell/Ell: meme morphologie a la fois des 
noyaux et des cellules (developpement direct de la 
cellule mere de la megaspore en sac embryonnaire, paroie 
cellulaires fines, noyaux tres clairement different s de 
ceux observes chez les formes sexuees, et tres 

10 comparables entre les formes diplosporiques chez 
Tripsacum et les plantes ell/ell chez le mais, et absence 
ou tres faibles depots de callose au niveau la cellule 
m£re de la megaspore) . 

- Etiquetage par transposon du locus elongrate: 

15 Une population de 12500 plantes Fl produites 

selon la figure 3 ont §te mises au champs sur la station 
experimentale du CIMMYT i. Tlatizapan, Mexique. Les 12500 
plantes ont ete fecondfies par un hybride de mais depourvu 
de Mutator actif (hybride CML135 * CML 62) . Les epis des 

20 12500 ont ete observes a maturite afin de d€tecter ceux 
exprimant la mutation elongate bien qu'hetSrozygotes a ce 
locus. Pour les plantes presentant des albumens 
deficients, les embryons correspondants ont ete analyses 
en cytometric de flux. Deux plantes identifiees comme 

25 TTEl-5 et TTE1-7 ont 6te identifiees comme possedant des 
albumens deficients associes a un embryon triploide. Ces 
plantes expriment le phenotype elongate chez des plantes 
h§t§rozygotes ell/Ell. Chez ces plantes 1' allele sauvage 
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au locus a ete etiquete par un des transposons de type 
Mutator. Les graines produites par croisement de ces deux 
plantes par l'hybride CML135*CML62 forment une population 
dans laquelle cet allele marque segr^ge au locus 

5 elongate: la moitie des plantes issues de ce croisement 
sont de genotype ell/El (ell issu de la plante TTE1, El 
issu de CML135*CML62) , 1' autre moitie etant de genotype 
Ell* /El, ou Ell* est 1' allele marque par le transposon et 
issu des plantes TTEl. On peut alors identifier et doner 

10 le gene au locus elongate en analysant la co- segregation 
des diff6rentes copies des elements transposables 
presents chez ces plantes et du locus elongate tel que 
localise avec les sondes RFLP mentionnees ulterieurement . 

- Exemple 3: obtention et procede d' utilisation 

15 d'une population de mutagenese permettant de confirmer la 
relation entre l f allele candidat et 1 ' expression 
phenotype de tout ou partie du developpement apomictique 

Le schema general et les mat^riels utilises 
sont presentes figure 5. Les lignees contenant des 

20 elements Mutator ont 6te obtenues aupres de M. Freeling, 
University de Calif ornie a Berkeley. Les plantes 
dihaploides BC2-28 utilises ici sont celles precedemment 
decrites par Leblanc et al (6). II s'agit de plantes 
apomictiques, poss£dant un genome haploide de chacun des 

25 deux parents d'origine mais et Tripsacum. Nous avons 
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utilise ces plantes pour introduire des elements Mutator 
dans un materiel apomictique. 

Une population de mille plantes BC2-2 8 
apomictiques a tout d'abord &t€ constitute, a partir 
5 d'une unique plante dihaploide apomictique, et en 
selectionnant dans ses descendances les plantes de types 
2n+0. Nous creons ainsi mille copies du meme genotype 
polyhaploide apomictique. Ces mille plantes ont 6te 
croisees par les stocks Mutator. Dans la descendance 

10 obtenue, nous avons selectionne pour les plantes hors- 
types 2n+n, c»est-a-dire ayant incorpore un genome issu 
des stocks Mutator. Ces stocks possedent environ 200 
copies des diff brents types de Mutators, On espere done 
en recup6rer en moyenne 100 copies dans les plantes 

15 apomictiques. La selection des plantes BC2-28 et des 
hors-types BC3-38 apomictiques s'est faite sur un simple 
critere morphologique . Les dihaploides possedent en effet 
un phenotype tres reconnaissable, et tres different de 
celui qui resulte de 1 ' accumulation d'un genome de mais 

20 supplementaire (6) . Au total, environ 35000 graines (BC2- 
28 x Mutators^ ont ete obtenues. L # ensemble a ete mis au 
champ sur la station experimentale du CIMMYT a 
Tlaltizapan, etat de Morelos, au cours de l'ete 1996. Les 
hors-type 2n+n ont ete selectionnes un mois aprds 

25 germination. Environ 7500 plantes 2n+n ont ete obtenues, 
soit pres de 20% de hors-types. Cette population a ete 
recroisee par un hybride de mais (CML135*CML62) depourvu 
d' elements Mutator actifs, produisant une population 
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d' environ 150000 graines, representant la population de 
genetique inverse, 

Cette population represente un materiel ideal pour 
analyser l'effet d'une sequence donnee sur 1' expression 

5 de 1'apomixie. En effet, les alleles Tripsacum 
responsables de 1' expression de ce caractere sont ici en 
condition simplex (une seule copie dans le genome) . II 
suffit done pour verifier la relation allele-f onction de 
cont roler 1 ' effet ph§notypique de 1 ' insertion d ' un 

10 transposon dans cette sequence. Si la mutation induit une 
perte de fonction, on a alors 6tabli avec certitude la 
relation sequence- fonction, Les sequences 3. la fois des 
transposons et du gdne etudie etant connues, on peut 
identifier les plantes mut§es pour cet all&le par des 

15 techniques de PCR classiques. 
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REVEND I CAT IONS 

1/ Proceed pour identifier chez une graminee, 
5 et plus specialement chez un mais, line sequence de 
nucleotides orthologue de sequence responsable de tout ou 
partie du developpement apomictique chez une forme 
apomictique, caracterisi en ce qu'on cartographie dans le 
genome de la graminee, plus specialement celui d'un mais, 
10 des mutations presentant un phenotype proche ou similaire 
de celui observe chez une forme apomictique, pour 
identifier celles qui apparaissent orthologues de genes 
impliques dans I'apomixie. 

2/ Procede selon la revendication 1, 
15 caracterisS en ce qu'on cartographie dans le gSnome de la 
graminee, plus specialement d ! un mais, des mutations 
meiotiques pour identifier celles qui apparaissent 
orthologues de genes impliques dans I'apomixie. 

3/ Proc6d§ selon la revendication 2, 
20 caract^rise en ce qu'on localise la position de 
differentes mutations meiotiques dans le genome de la 
graminee, plus specialement d'un mais, a l'aide de 
marqueurs moleculaires capables de localiser les loci 
responsables de I'apomeiose chez ladite forme 
25 apomictique . 

4/ ProcSde selon la revendication 3, 
caracterise en ce qu'on utilise des marqueurs 
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mol£culaires capables de localiser les loci responsables 
de la diplosporie chez Tripsacum. 

5/ Procede selon la revendication 4, 
caracterise en ce que ladite localisation concerne les 
5 loci elongate et afd. 

6/ Proc6de selon l'une quelconque des 
revendi cat ions 1 a 5, caracterise en ce qu^l comprend en 
outre I'etiquetage par transposon des mutations 
meiotiques localisSes. 

10 7/ Procede selon la revendication 6, 

caracterise en ce que I'etiquetage par transposon est 
realise au locus elongate a l ! aide des elements 
transposables du type Mutator ou Ac/Ds, 

8/ Procede selon l'une quelconque des 
15 revendications pr§cedentes, caracterise par le clonage et 
le sequengage des mutations localisees. 

9/ Proc€d§ selon la revendication 6 ou 7, 
caracterise en ce qu ! on clone les genes mutSs, apres 
avoir rep6re le site d' insertion du transposon par 
20 analyse de segregation, et qu'on les sequence si 
souhaite . 

10/ Sequences de nucleotides, caracterisees en 
ce qu'elles sont orthologues de sequences responsables de 
tout ou partie du developpement apomictique chez une 
25 forme apomictique et les sequences homologues. 



WO 98/36090 



PCT/FR98/00308 



42 

11/ Sequence de nucleotides selon la 

revendication io, caracterisee en ce qu'elle correspond 
au gene mute d' elongate. 

12/ Acides nucleiques contenant une ou 
5 plusieurs sequences telles que definies dans la 
revendication 10 ou 11, associees a des sequences 
regulatrices necessaires a I 1 expression dans un materiel 
vegetal . 

13/ Vecteurs de clonage et d 1 expression 
10 comportant des acides nucleiques selon la revendication 
12. 

14/ Hotes cellulaires contenant un vecteur 
selon la revendication 13 . 

15/ Utilisation d'une sequence selon la 
15 revendication 10 ou 11, le cas echeant en conjonction 
avec d'autres alleles caracteristiques des formes 
apomictiques, pour introduction dans le genome d , un 
matSriel v€g6tal, cellules vSg§tales, plantes a divers 
stades de developpement et graines, afin de leur conferer 
20 un diveloppement apomictique. 

16/ Cellule vegetale de graminees, en 
particulier de mais, caracterisee en ce qu'elle comporte 
dans son genome au moins la partie d'une sequence selon 
la revendication 10 ou 11 impliquee dans un developpement 
25 apomictique. 

17/ Plante de la famille des graminees, en 
particulier mais, caracterisee en ce qu'elle comporte 
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dans son genome au moins la partie d'une sequence selon 
la revendication 10 ou n, impliquee dans un 
developpement apomictique. 

18/ Graine de graminees, en particulier de 
5 mais, caractSrisee en ce qu ! elle comporte dans son genome 
au moins la partie d'une sequence selon la revendication 
10 ou 11 impliquee dans un developpement apomictique. 

19/ Procede de production de plantes 
apomictiques, caract£rise en ce qu'on utilise une 
10 sequence de nucleotides selon la revendication 11. 

20/ Utilisation d f au moins une partie d'une 
sequence selon la revendication 10 ou 11 pour identifier 
et isoler les sequences des loci orthologues chez des 
formes apomictiques, 

15 21/ Sondes d 1 hybridation et amorces 

molSculaires caracterisSes en ce qu'elles sont elaborees 
a partir d'une sequence selon la revendication 10 ou 11. 

22/ Sondes d 1 hybridation et amorces 
moleculaires selon la revendication 18, caracterisees en 

20 ce qu'elles sont elaborees a partir de la sequence 
d' elongate. 

23/ Procede d' identification et d f isolement de 
gSnes responsables de l'apomeiose chez les Tripsacum 
apomictiques, caracterise en ce qu'on utilise au moins 
25 une partie de la sequence du locus elongate. 
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24/ Procede d 1 utilisation d ' une population de 
mutagenese pour confirmer la relation entre une sequence 
isolee chez Tripsacum selon la revendication 20 et 
l f expression de 1 1 apomixie . 
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